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論文内容要旨
 匿背景および研究目的】
 黄色ブドウ球菌のニューキノロン薬耐性化はMRSAを中心として急速に進行しつつあるが,
 この耐性化には複数の機構が関与することが知られており,なかでもキノロン薬の標的酵素であ
 るDNAgyraseおよびDNAtopoisomeraseIVの変異が重要な機構であることが近年明らかに
 なってきている。すなわちこれらの酵素上の特定の領域において,限られたパターンの1ポイン
 トないし2ポイントのアミノ酸変異がおこると,(おそらく薬剤と酵素との親和性が低下するこ
 とにより)菌株がニューキノロン薬に耐性化することが判明してきている。
 今回我々は,実際の臨床分離株中110株におけるこれらの変異点領域の遺伝子変異株の分布状
 況,相互関係,および各種キノロン薬の抗菌力との関連性の分析を目的として,以下の検討を
 行った。
匿研究方法逸
 まず初めに,DNAgyraseを構成するGyrA蛋白,GyrB蛋白,およびDNA七〇poisomerase
 lVを構成するGrIA蛋白における各々最も重要な変異点でのアミノ酸変異の有無を,対応する遺
 伝子領域(gyrA,gッrB,およびgrZA)をPCRを用いて増幅し,続いてRFLPを施行すること
 により検索した。またこれまで報告されていないGrlB蛋白変異の有無の検索も同様の手順で行っ
 た。続いて,変異点における変異タイプの解析および周辺領域における他の点変異の検索を目的
 として,上記PCR産物の一部に関して直接塩基配列の決定を行った。
 【結果および考察】
 ①g罪A遺伝子Ser-84領域変異株(110株中で71株)の分布パターンをOFLX耐性度を基準
 として検討すると,MIC2μg/m1以下は全株が変異のない株,MIC16μg/m1以上は全株がSer-84
 領域変異株となっており,狭い境界領域(MIC4～8μg/皿1)をはさんで変異株と変異のない株
 はほぼ明瞭に区分された。耐性度の基準を他のキノロン薬に変換した場合の分布パターンを比較
 してみると,基本的なパターンはどの薬剤でも類似していたが,境界領域が低値な薬剤ほど強い
 抗菌力(MIC50)を示す傾向が観察された。また,変異のタイプでみると,3タイプの変異が
 検出されたが,高度耐性株の多くはSer-84および近傍領域の2重偏位をもつ株であったのに対
 して中等度以下の耐性株はみなSer-84単独変異株となっており,高度耐性化のためには2重変
 異が重要なものと考えられた。
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 ②grZA遺伝子Ser-80領域変異株(110株中で77株)の分布パターンをOFLX耐性度を基準
 として検討すると,変異株はより低い耐性度の領域にまでひろがっていたが,変異株と変異のな
 い株の境界は全般的にg甥A変異と比べて不明瞭であった。基準薬を他のキノロン薬として同様
 に比較すると,grZA変異の場合は薬剤による分布パターンの相違が目立っており,特にSPFX
 やTFLXでは,変異がありながらも全く感受性の株も認められた。これはすなわち,SPFXや
 TFLXではgrJA遺伝子Ser-80領域変異のみでは菌株は必ずしも耐性化しない,という可能性を
 示唆する所見と考えられた。変異のタイプでみると,4タイプの変異が検出されたが,gr狙遺
 伝子の場合は2重変異の重要性はgッrA遺伝子よりは低いものと考えられた。また今回検討した
 g罪A遺伝子Ser-84領域変異株71株は全株ともgrZA遺伝子上Ser-80ないしはGlu-84の少なく
 とも一方には変異をもつ株であったが,このことはGrlA蛋白変異のほうがGyrA蛋白変異より
 先行して発生する,というし.Ferreroの報告とは矛盾しない結果と考えられた。
 ③gyrA遺伝子Ser-84領域変異株およびgrZA遺伝子Ser-80領域変異株の分布パターン上は,
 MRSAとMSSAでは本質的な相違は認められなかった。
 ④gyrB遺伝子に関しては,これまで報告のないタイプの変異株が2株検出された。また1株
 のみではあるがgrZB遺伝子変異株も検出された。全体的には,gyrB遺伝子変異(およびgrB
 遺伝子変異)は臨床分離株においてはおそらくかなり低頻度であり,また少なくとも菌株の高度
 耐性化にはあまり寄与しないものと考えられた。
 一419一
 審査結果の要旨
 ニューキノロン薬は強力な合成抗菌剤であるが,臨床各科領域における使用量の増加にともなっ
 て,最近では耐性菌の増加が報告されている。この耐性化の中心的な機構は,キノロン薬の標的
 酵素であるDNAgyraseおよびDNAtopoisomeraseIVの変異であることが近年明らかになっ
 てきた。すなわちこれらの酵素上の特定の領域にアミノ酸変異がおこると,薬剤と酵素との親和
 性の低下により菌株がキノロン薬に耐性化するものと考えられている。
 黄色ブドウ球菌の場合は,キノロン薬耐性化は他の菌種と比較するときわめて急速かっ高度に
 進行しつつあり,いわば耐性化のモデルケースとも考えられるが,実際の臨床分離株におけるこ
 れらの変異の分布状況や相互関係,薬剤の抗菌力との関連性等に関してはいまだに情報が乏しい
 のが現状である。
 以上のような状況をふまえ,本研究において,著者は臨床分離黄色ブドウ球菌株110株を対象
 として,DNAgyraseを構成するGyrA蛋白,GyrB蛋白,およびDNAtopoisomeraseIVを構
 成するGrlA蛋白,Gr1B蛋白上における主要な変異点でのアミノ酸変異の有無を,対応する遺
 伝子領域の解析により検索し,変異株の分布状況,相互関係,および各薬剤の抗菌力との関連性
 の検討を行った。その結果,以下に述べる新しい知見が得られている。
 ①gyrA遺伝子変異株は高頻度に検出されたが,この変異株と変異のない株は各薬剤に固有の
 境界値を境として明瞭に区分された。また変異のタイプでみると,高度耐性株の多くは2重変異
 株であったのに対して中等度以下の耐性株はみなSer-84単独変異株となっており,高度耐性化
 のためには2重変異が重要なものと考えられた。
 ②gylA遺伝子変異株は,gyrA遺伝子変異株よりもさらに低い耐性度の領域にまで広く分布
 していたが,変異株と変異のない株の境界は不明瞭であった。また,SPFXやTFLXはこの変
 異のみでは必ずしも耐性化が起こらないものと考えられた。
 ③今回の検討で,これまで報告されていないgyrB遺伝子Ser-456変異およびgr1B遺伝子
 Asp-432変異が新たに検出された。しかし全体的には,gyrB遺伝子変異およびgrlB遺伝子変異
 は臨床分離株においてはおそらくかなり低頻度であり,また少なくとも菌株の高度耐性化にはあ
 まり関与しないものと考えられた。
 以上の結果により,菌株のキノロン薬耐性化とこれらの変異との関連性,重要性がより明瞭化,
 具体化したものと考えられる。今回の成績は,抗菌力の安定した新しい薬剤の開発等にも貢献し
 うるものであり,本研究は学位に値するものと評価される。
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